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基質として現在期待されている。本研究では、GPCR の一つである GLP1 受容体




1. 血糖調節に関わる GLP1R を標的とした酵母分泌ペプチドの機能的アッセイ系構築 
GLP1 は 30 アミノ酸で構成されるペプチドホルモンであり、食物摂取に伴い小腸 L
細胞から血液中へ分泌され、膵細胞上の GLP1R の活性化およびインスリン分泌促進
を介して血糖低下に関わる。この GLP1R の強力アゴニストとしてアメリカドクトカ
ゲから exendin4(Ex4)というペプチドが抽出されている。この Ex4 を分泌する酵母を作
製するために、酵母-factor 分泌シグナル遺伝子を 5’末端に配置した Ex4 発現プラス
ミドを作製して酵母 Saccharomyces cerevisiae BY4742 に形質導入した。他方、GLP1R
遺伝子を哺乳類細胞 CHO へ導入し、GLP1R 発現細胞を作製した。6well-plate にて酵
母増殖および GLP1R 活性化に適した培地を検討したところ、合成デキストロース 
(SDC) 培地およびダルベッコ改変培地 (DMEM) がそれぞれ適すると分かった。次
に、高速多検体処理が可能な 96-well plate において GLP1R アッセイに必要な酵母数お
よびその必要酵母数に到達するための培養時間を評価した結果、酵母を SDC 培地に
て 48 時間培養することにより活性検出に十分な 106細胞が得られることを確認した。 
以上の結果から、(1) ペプチド分泌用プラスミドで形質転換した酵母コロニーを
SDC 培地が入った 96-well plate へ植菌・培養し、(2) DMEM 培地へと置換して培養
し、(3) 培養上清を GLP1R 細胞に添加し、ELISA により受容体活性化を評価するとい
う酵母分泌ペプチドに対する活性検出システムを構築した。 
Ex4 分泌酵母に加えて、GLP1、2 位のアラニンをセリンに変異処理した S2-GLP1、
FLAG 配列 (DYKDDDDK) を C 末端に融合させた GLP1FLAG および S2-GLP1FLAG
を分泌する酵母を作製し、本システムにより活性評価したところ、コントロールに比
べて GLP1FLAG および S2-GLP1FLAG 分泌酵母はそれぞれ 46 倍および 21 倍の活性を
示し、また FLAG 不含ペプチドに対して約 10 倍の高活性を示した。 
本活性検出システムを用いて Ex4 分泌酵母のモデルスクリーニングを実施したとこ
ろ、Ex4 分泌酵母が存在する well を GLP1R 活性化を指標にして特定することができ
た。GLP1R 活性が陽性および陰性であった well から寒天培地上に作製した酵母コロ
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ニーに対してダイレクト PCR を実施し、分泌ペプチドに相当する遺伝子型を分析し
たところ、陰性 well の酵母コロニーからは Ex4 遺伝子は全く検出されなかった。一





2. 酵母ペプチド分泌系を用いたランダム変異 GLP1 ライブラリのスクリーニング 
 多検体高速処理のために、GLP1R の活性化に応答して発光する分泌型ルシフェラー
ゼを用いたレポーター細胞を新たに構築した。次に、変異誘発性デオキシヌクレオチ
ドを用いた PCR によりランダム変異 GLP1 ライブラリを作製し、酵母に導入し、
GLP1 ライブラリ分泌酵母を作製した。約 400 コロニーのランダム変異 GLP1 分泌酵
母をレポーターアッセイによりスクリーニングした結果、天然型である GLP1FLAG
に比べて約 1.7 倍高活性な変異 GLP1 を単離することに成功した。 
 
3.薬剤耐性ノイラミニダーゼ(NA)提示酵母の作製および薬剤スクリーニングへの応用 
 タミフル耐性インフルエンザウイルスは、H274Y 変異 NA (274 位のヒスチジンをチ
ロシンに変異させた NA)を有する。薬剤耐性 NA に対する阻害剤探索のために、モデ
ル系として野生型に加えてタミフル耐性 NA を表層提示した酵母の作製を試みた。野
生型もしくは H274Y 変異 NA を酵母壁タンパク質-agglutinin の N 末端に融合し、S. 
cerevisiae BY4742 に発現させ、NA 提示酵母を作製した。野生型およびタミフル耐性
NA ともに、培養 24 時間から 72 時間で有意な酵素活性を示すことが分かった。な
お、野生型に比べて H274Y 変異 NA は約 2 倍低い酵素活性を示し、既報告と一致し
た。次に、医薬応用されている NA 阻害剤 2 種（タミフルおよびリレンザ）について
表層提示 NA に対する阻害特性を評価した。野生型 NA はタミフルおよびリレンザに
より用量依存的に活性阻害されたのに対して、H274Y 変異 NA はタミフルによる阻害
をほとんど受けなかったことから、表層提示 NA は天然のウイルス NA と同様の生化
学的性質を有していることが分かった。 
 これまでの研究では、昆虫細胞で分泌生産された NA は 37C で著しく失活するこ
とが報告されている。そこで、酵母表層提示 NA に対する熱安定性を評価したとこ
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3. インフルエンザウイルスの増殖に関わる野生型および薬剤耐性型 NA の酵母表
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